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Без предварительного получения в лабораторных условиях чистой культуры воз- 
будителя заболевания очень трудно изучить его жизненный цикл, метаболизм и биохи- 
мические свойства, а также патогенез, химиотерапию и возникновение иммунитета при 
вызываемой им болезни. 

Безбактериальные культуры урогенитальных трихомонад впервые были получены 
на питательных средах Джонсоном (Johnson, 1940) и Трасселлом с соавторами (Тгиз- 
sell et al., 1940). С тех пор выделение чистых штаммов этих простейших фактически 
не вызывает никаких затруднений, хотя большинство питательных сред весьма слож- 
ны по своему составу и технологии приготовления. Между тем проблема длительного 
сохранения трихомонад вне организма человека или животного без частых пересевов 
на питательных средах (в среднем через каждые 3—4 дня) в условиях большинства 
лабораторий остается до сих пор практически нерешенной. 

Необходимо подчеркнуть, что потребность длительного сохранения различных ви- 
дов микроорганизмов, в том числе и патогенных простейших (лейшмании, плазмодин, 
амебы, трихомонады и др.), возникла еще в прошлом веке. Однако осуществление этой 
задачи всегда наталкивалось на трудности, связанные с чрезвычайной нестойкостью 
биологических материалов. Например, в случае хранения патогенных простейших на 
питательных средах происходит обычно быстрое их отмирание. Так, на среде ТУ (Те- 
рас, 1955) они выживают без пересева, согласно нашим данным (1960), не более 9 су- 
ток. Не более 25—50 дней трихомонады остаются жизнеспособными даже на тех из 
них (среда Павловой, «ПЛ» и др.), которые обеспечивают максимально длительную 
выживаемость простейших (Павлова, 1938; Парокинян, 1954; Севастьянова, 1961, 
и др.). Нельзя не учитывать и то обстоятельство, что численность трихомонад на среде 
Павловой оказывается весьма незначительной — не более 1—2 особей в нескольких по- 
лях зрения микроскопа (Севастьянова, 1961). Кроме того, необходимы частые пересевы, 
связанные обычно с большими затратами времени и нередко очень дефицитных мате- 
риалов (солянокислого цистеина, совершенно свежей говяжьей печени и др.) для при- 
готовления питательных сред, сроки пригодности которых, как правило, ограничены. Не 
более одного-двух месяцев остается пригодной, согласно нашим наблюдениям, напри- 
мер, среда ТУ. Изготовление же небольших количеств питательной среды неэкономично. 

Не выдержали испытания и биологические способы сохранения трихомонад во 
влагалище или конъюнктиве экспериментально инфицированных подопытных животных 
(Prasad, Narayan, 1962) и культивирования их в курином эмбрионе (Fabio, 1961). 

Более обнадеживающие результаты были получены при решении проблемы дли- 
тельного хранения штаммов простейших теми авторами (Allain, 1964; Miller, 1966; 
Walker, 1966; Mieth, 1966 и др.), которые применили для этих целей метод заморажи- 
вания, основанный на замедлении обменных процессов в клетках микроорганизмов. 
Наступающее при замораживании обезвоживание живой клетки благоприятствует ее 
анабиозу. Использование некоторыми авторами (Мс Entegart, 1954, 1959; Christian et 
al., 1963; Lindgren, Ivey, 1964; Miller, 1966) указанного способа позволило в ряде слу- 
чаев сохранить трихомонады жизнеспособными при низких температурах (—43°; 
—79°С) в течение 60—420, а иногда даже 780 суток. Таким образом, надо согласить- 
ся с мнением тех исследователей (Diamond Louis, 1964; Walker, 1966), которые счита- 
ют, что применение метода замораживания явилось значительным вкладом в разработ- 
ку способов длительного сохранения различных видов паразитов. 

Подобные данные о сроках выживания лейшманий (8—9 месяцев) получил 
В. Серебряков с соавторами (1967) при использовании метода лиофильного высушива- 
ния. По сравнению с замораживанием лиофильный метод, сущность которого состоит 
в высушивании под вакуумом организмов, находящихся в замороженном состоянии, яв- 
ляется более прогрессивным, так как в этом случае резко уменьшается повреждающее 
воздействие обезвоживания и увеличивается возможность длительного хранения куль- 
тур (Бланков, Клебанов, 1961). 
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Следует, однако, отметить,.что замораживание и лиофильный метод, требующие 
для своего завершения не менее 9—16 часов, не всегда и не во всех лабораториях мо- 
гут быть применены из-за сложной технологии. Присущи им и другие недостатки. 
В частности, установлено, что даже малейшее колебание температуры в процессе замо- 
раживания либо хранения простейших (или других микроорганизмов) оказывает на 
них губительное влияние и тем самым способствует сокращению сроков их выживае- 
мости (Печникова, 1967; Fitzgerald et. al, 196; Kramer, 1962; Walker, 1966; Miller, 
1966; и др.). Имеются, например, сведения, что после полугодового хранения в замо- 
роженном состоянии микроорганизмов, постоянным местом пребывания которых явля- 
ется организм человека или живот- 
ного, жизнеспособными из них оста- 
ется не более 1—1,5% (Fry, Greaves, 
1951). При 128-дневном содержании 
трихомонад крупного рогатого скота 
при температуре —28° живыми оказа- 
залось 11%, при —95° — 37% замо- 
роженных особей (Levine, Andersen, 
1966). В замороженной культуре тка- 
ни в течение одного года выживало 
не более 1% урогенитальных трихо- 
монад (Christian et al., 1963). 

Успех глубокого замораживания 
в значительной мере зависит от по- 
стоянства температуры в процессе 
замораживания (Miller, 1966). Повы- 
шенному отмиранию микроорганиз- 
мов при замораживании способству- 
ют также соли, в том числе хлори- 


Схематическое изображение первой (а), 


второй (6) и последней (в) секции устрой- стый натрий (Бланков, Клебанов, 
ства для длительного культивирования три- 1961), являющийся, как известно, 
хомонад. обязательным компонентом питатель- 

Объяснение в тексте. ных сред для трихомонад. 


Имеются сообщения (Равич- 
Биргер, 1960; Печникова, 1965, 1967; Straka, Stokes, 1959, и др.), что у подвергавшихся 
замораживанию микроорганизмов оказываются нарушенными некоторые свойства и 
функции. Так, часть из них теряет способность синтезировать основные клеточные эле- 
менты, вследствие чего появляются отклонения в азотистом обмене, ферментативной, 
антигенной и иммуногенной активности паразитов: 

Обобщение приведенных данных показало, что вопрос о длительном хранении па- 
тогенных простейших, в том числе и трихомонад, остается до сих пор по существу не- 
решенным. 

Чтобы решить проблему длительного культивирования трихомонад без пересева, 
а следовательно, и длительного их хранения, мы решили воспользоваться присущей им 
подвижностью в условиях, создаваемых прибором соответствующей конструкции, при 
оптимальном для трихомонад температурном режиме. 

При конструировании прибора мы учли то обстоятельство, что трихомонады в 
процессе размножения in vitro обычно постепенно распространяются с нижнего к верх- 
нему полюсу пробирки, что подтверждалось результатами многолетних наблюдений. 
В процессе поиска наилучшей модели прибора устранялись недостатки, имевшиеся в 
предыдущих конструкциях. Окончательный вариант созданного нами устройства за- 
регистрирован Комитетом по делам изобретений и открытий как изобретение за 
№ 1141360/31—16, авторское свидетельство № 211745. 

На рисунке изображен общий вид первой (a), второй (6) и последней (в) секций 
устройства для длительного культивирования трихомонад. 

Устройство состоит из системы восьми (или более) сообщающихся параллельных 
секций волнообразно изогнутых стеклянных трубок. Каждый изгиб снабжен сверху 
отводящей трубкой (4), предназначенной для удаления из устройства газа, образующе- 
гося при росте трихомонад. Отводящие трубки (4) расположены таким образом, что 
через каждую из них доступны для Пастеровской пипетки (5) оба смежно расположен- 
ных нижних изгиба устройства. Расположение второй секции на рисунке изображено 
пунктирной линией. 

Для культивирования трихомонад стерильный прибор заполняют свежей питатель- 
ной средой так, чтобы ее уровень (1) находился не менее чем на З см ниже ватно-мар- 
левых пробок (3), которыми закрывают отводящие трубки. Поверхность питательной 
среды в каждой отводящей трубке заливают слоем в 0,5—0,6 см или несколько более 
стерильного вазелинового масла (2), чтобы не допустить испарения питательной среды. 
Посев культуры урогенитальных трихомонад производят Пастеровской пипеткой в 
крайнюю трубку (пробирку) первой секции устройства. Контроль за ростом простей- 
ших осуществляют визуально (по помутнению питательной среды) или микроскопи- 
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чески. Культивирование трихомонад, а следовательно, и длительное их сохранение про- 
изводится в термостате при температуре 36—37°, т. е. примерно в условиях, соответ- 
ствующих естественной среде обитания этих простейших. 

В случае использования восьмисекционного устройства, заполненного питательной 
средой ТУ-1 (Терас, 1961), рост культуры трихомонад продолжался в течение 125 дней, 
т. е. свыше четырех месяцев. Культивирование трихомонад более чем в восьми секциях 
мы не производили, однако, не сомневаемся, что полученные нами сроки сохранения 
жизнеспособности простейших не являются предельными. Об этом свидетельствует и 
тот факт, что интенсивность роста культуры трихомонад в последней пробирке (труб- 
ке) устройства оставалась прежней. 

Следует отметить, что условия в приборе обеспечили длительное (свыше четырех 
месяцев) сохранение трихомонад без изменений их морфологических особенностей и фи- 
зиологических свойств, чем они весьма выгодно отличаются от простейших, подвергав- 
шихся, например замораживанию. Характерной особенностью предлагаемого метода 
длительного сохранения трихомонад без пересева и без риска потерять штамм простей- 
ших от нарушений температурного режима является также TO, что в устройстве всегда 
содержатся трихомонады желаемой плотности и возраста. 

Имеются все основания считать, что предлагаемый прибор может быть исполь- 
зован также для культивирования и длительного хранения других видов простейших и 
бактерий, обладающих подвижностью и размножающихся на жидких или полужидких 
питательных средах. 


ВЫВОДЫ 


Т. С помощью устройства для длительного культивирования трихомонад предла- 
гается упрощенный способ культивирования и длительного хранения этих простейших. 

2. Прибор практически применим в каждой лаборатории, а вызываемые при этом 
методе затраты сил и средств, связанные с хранением простейших, оказываются самы- 
ми минимальными в современной практике хранения микроорганизмов. 

3. Культивируемые в устройстве трихомонады не изменяют ни морфологических 
особенностей, ни физиологических свойств. 

4. В устройстве всегда имеются трихомонады желаемой плотности и возраста. 
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Summary 


A problem of prolonged preservation of pathogenic Protozoa is almost unsettled 
until now. The existing methods of culture preservation (freezing, lyophilization etc.) do 
not satisfy the requirements of the biological and medical science and practice because 
of their complexity. The proposed method permits the problem of simplified cultuvation 
and prolonged (more than 4 months) preservation of trichomonades without reinoculation 
to be solved in a quite different way. The trichomonades do not change their morpholo- 
gical peculiarities and physiological properties. 

Utilazation of Protozoa mobility under the conditions created by a device of the 
corresponding design at a temperature range optimal for trichomonades is a basis of the 
method. The Protozoa of the desired density and age are always contained in the device. 
This effective method of trichomonade cultivation is very simple and easy for any labo- 
ratory. 


